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AMPK ： adenosine monophosphate -activated protein kinase 
ATGL ： adipose triglyceride lipase 
BA ： bioavailability 
BSA ： albumin from bovine serum 
BuOH ： buthanol 
calcd. ： calculated 
cAMP ： cyclic adenosine monophosphate 
C.C. ： column chromatography 
cDNA ： complementary deoxyribonucleic acid 
Cdk5 ： cyclin-dependent kinase 5 
C/EBPs ： CCAAT enhancer-binding proteins 
Comp. ： compound 
CREB ： cyclic adenosine monophosphate response element binding protein 
CT ： computed tomography 
DBP ： diastolic blood pressure 
dec. ： decomposition 
DEPC ： diethylpyrocarbonate 
DEPT ： distortionless enhancement by polarization transfer
 
DEX ： dexamethasone 
DGAT ： diacylglycerol acyltransferase 
DMEM ： Dulbecco’s modified eagle medium 
DMSO ： dimethyl sulfoxide 
EDTA ： ethylenediaminetetraacetic acid 
EGCG ： epigallocatechin gallate 
FBS ： fetal bovine serum 
FoxO1 ： forkhead box protein O1 
Fr. ： fraction 
GATA ： GATA-binding protein 
GLUT4 ： glucose transporter 4 
2 
 
HDL ： high-density lipoprotein cholesterol 
HPLC ： high performance liquid chromatography 
HREIMS ： high-resolution electron-impact mass spectra 
HSL ： hormone-sensitive lipase 
IBMX ： 3-isobutyl-1-methylxantine 
insol. ： insoluble 
IR ： infrared absorption spectrometry 
IRF4 ： interferon regulatory factor 4 
IRS-1 ： insulin receptor substrate-1 
Kp ： Kaempferia parviflora 
KpE ： Kaempferia parviflora ethyl acetate extract 
KpM ： Kaempferia parviflora methanol extract 
LDL ： low-density lipoprotein cholesterol 
MBP ： mean blood pressure 
mp ： melting point 
MTP ： microsomal triglyceride transfer protein 
MTT ： 3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetra zolium bromide 
MS ： metabolic syndrome 
n-Hex ： normal-hexane 
NMR ： nuclear magnetic resonance 
PBS ： phosphate-buffered saline 
PCR ： polymerase chain reaction 
PPARs ： peroxisome proliferators-activated receptors 
PVDF ： polyvinylidenefluoride 
rel. int. ： relative intensity 
SBP ： systolic blood pressure 
SDS ： sodium dodecyl sulfate 
Si. ： Silica gel 
Sirt1 ： Sirtuin 1 
sol. ： soluble 
T-Cho ： total cholesterol 
TG ： triacylglyceride 
TFA ： trifluoroacetic acid 
TLC ： thin-layer chromatography 
TMS ： tetramethylsilane 
TNF-α ： tumor necrosis factor-alpha 
3 
 
TZDs ： thiazolidinediones 













は Kaplan により同様の病態を死の四重奏（Deadly quartet）[2]、1991 年には DeFronzo らに




国民健康調査によると、肥満者（body mass index（BMI） ≧ 25）の割合は男性で 30.4%、









             






















る monocyte chemoattractant protein-1 により引き寄せられた単球は活性化されマクロファー
ジへと変化する。そして、脂肪細胞に集積・浸潤したマクロファージが TNF-α を遊離し、
TNF-α が各臓器の受容体に結合すると、セリン /スレオニンキナーゼである c-Jun 
amino-terminal kinase が活性化され、insulin receptor substrate-1（IRS-1）をセリンリン酸化す
る。この経路によって IRS-1 タンパクがリン酸化されると、正常なリン酸化過程（チロシン


















輸送に関与する aP2や、脂質代謝に関与する lipoprotein lipase、CD36、fatty acid synthase、





積に関与する。加えて、phosphoinositide 3-kinase の活性を増強し、GLUT4 の細胞膜への移
行を増加させ、骨格筋や肝へのグルコースの取り込みを亢進し、血糖値を低下させると考
えられる [23-25]。さらに、TZDs を処置した肥満 Zuckerラットにおいて、白色脂肪組織に
おける小型脂肪細胞の数が増加し、肥大化脂肪細胞の数が減少したという報告がなされた 
[23]。また、TZDs を成熟脂肪細胞に処置すると、アポトーシス時に活性化されるタンパク
質分解酵素 caspase-3 を介してアポトーシスが誘導されたという報告もあり [26]、この結果





 現在、臨床で主流の TZDs ではあるが、脂肪組織重量の増加による体重増加や、体液貯留
に伴う浮腫などの副作用が認められる場合がある。そこで、これら副作用の少ない薬剤や、
逆に脂肪組織への脂肪蓄積を抑制する薬剤などの開発が盛んに進められている。近年、
PPARγは Ser 273 のリン酸化を阻害することで、インスリン抵抗性を改善させるという報告
がなされた [27]。PPARγのリン酸化過程は脂肪組織内に存在する cyclin-dependent kinase 5









目的に、食品や生薬を題材とした数々の報告がなされている [29-32]。Kaempferia parviflora 










































































































































































































































第 2 章 K. parviflora EtOAc エキスの糖尿病モデル動物に対する効果 
 
第 1節 緒言 
 
多くの疾患に対する基礎研究や治療薬の開発において、様々な病態モデル動物が用いら
れている。MS の分野においては、例えば、ob/ob マウスは摂食抑制作用を示す leptin 遺伝
子を欠損させ、過食による肥満症モデルとして使用されている [46]。また、KK-Ay マウス










TSODマウスは他の 2 型糖尿病（non-insulin dependent diabetes mellitus, NIDDM）モデルマウ
スと同様に、肥満や糖・脂質代謝異常を呈し、血中のグルコースやインスリン、脂質の濃
度が成長するにつれ増加していく。TSODマウスがインスリン抵抗性を発症する機序として
は、膵 β細胞の膨張および増殖による膵臓の肥大化や、糖輸送担体 GLUT4 の膜移行低下に
よる、骨格筋および脂肪組織におけるグルコース取り込みの低下などが挙げられた [49-51]。
量的遺伝子座（quantiative trait locus, QTL）の解析もされており、糖負荷後の血糖値に関わ
























































































































































    
Figure 3. The effect of 
The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 
a, bSignificantly different from the TSOD control group at 
c, dSignificantly different from the TSNO control group at 
























































 < 0.05. 
p < 0.05. 



































Table 1. The effect of KpE on food intake.
The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 

































































 < 0.05. 








































Figure 5. The effect of KpE on the accumulation of adipo tissue in TSOD and TSNO mice.
The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 
aSignificantly different from the TSOD control group at 
bSignificantly different from the TSNO control group at 





















































































 < 0.05. 
 < 0.05. 












































Figure 6. The effect of KpE on the blood pressure in TSOD and TSNO mice.
The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 













































































 < 0.05. 












































Table 2. The effect
The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 














































 < 0.05. 























The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 
























n plasma glucose level 

















 oral glucose tolerance test.
 < 0.05. 




















Table 3. The effects o
The values are expressed as mean 
#Significantly different from the TSNO control group at 





























































 liver weight and lipid content.











































 < 0.05. 







































































leptin が関与している [7, 54-56]。Leptin は視床下部（主に弓状核および室傍核）に存在する
leptin受容体に結合すると、pro-opiomelanocortin 遺伝子発現を増加させ、これからプロセッ
シングにより生じる α-melanocyte-stimulating hormone がメラノコルチン 4 型受容体に作用す
ることにより、摂食抑制作用およびエネルギー消費亢進作用を発揮する。肥満者において、
生体内は leptin 抵抗性を発症し、血中 leptin 量が著しく上昇することが示されており [57]、
KpE が示した摂食抑制は、この leptin 抵抗性が改善された事により示された可能性が考えら
れる。 
 ところで、TSODマウス 0.3% 投与群は、TSODマウスコントロール群と比較して同等の
摂餌量であったにも関わらず、強い体重増加抑制を示したことから、摂食抑制以外の作用
機序の存在が示された。この機序を考察するにあたり、二つの項目について取り上げる。
まず、実験終了時（12 週齢）での X 線 CT による腹腔断層の画像解析では、TSOD マウス
コントロール群において内臓脂肪面積と皮下脂肪面積が TSNO マウスコントロール群と比
較して増加していることから、TSODマウスが肥満を呈していることが確認された。TSOD




何れの項目も TSODマウス KpE投与群は TSODマウスコントロール群と比較して投与量依
存的に検査値が低下し、耐糖能改善を示したことから、KpE 投与により、インスリン抵抗
性を改善し、糖代謝が促進されたことが示唆された。インスリン感受性を高める代表的な
生体物質に、脂肪組織から特異的に分泌される adiponectin が知られている [58, 59]。
Adiponectin は正常な小型脂肪細胞から分泌され、脂肪細胞の肥大化により分泌が低下する 
[14]。分泌された adiponectin が骨格筋や肝臓に存在する adiponectin 受容体に結合すること
により、AMP-activated ptotein linase（AMPK）や PPARαが活性化され、細胞内の脂肪燃焼
が亢進される [60]。また、肥大化脂肪細胞では低 adiponectin 血症を呈し、肥満や糖尿病、
さらには動脈硬化の発症に直接繋がっていく事が報告されている [61, 62]。一方で、低
adiponectin 血症を発症したマウスに、adiponectin を補充するとインスリン抵抗性が改善する
こと [14] から、adiponectin はインスリン抵抗性、さらには糖尿病や動脈硬化の治療に重要
な因子であると考えられている。本研究では、TSODマウスは TSNO と比較して有意な血漿








KpE には含有されてないことが示唆された。KpE 抽出後、分配にて得る事ができる BuOH
画分や水画分を同様に検討し、血漿中脂質低下作用を示す活性本体を追求していく必要性
がある。 
 また、KpE は TSODマウスの肝臓中脂質を強く低下させた。TG が肝臓の生理的範囲を超













第 3 章 K. parviflora の成分探索 
 










数は多様であり、取りうる可能な化学構造は 38,600 以上にもなり得るとされている [63]。 
 また、フラボノイドには多くの薬理活性が報告されている。フラボノイドには強い抗酸






 K.parviflora に含有されるフラボノイドは配糖体を含めて現在 18種単離報告されており、
うち 17種は 2, 3位に二重結合を有するフラボン骨格をもち、その多くは 7位にメトキシ基
をもつ。また、5位の水酸基がメトキシ基に変換したものが多く含まれているのが大きな特
徴である [38, 39, 41]。前章で述べた TSODマウスを用いた in vivo試験において、体重増加
抑制作用、内臓・皮下脂肪量蓄積抑制作用、糖代謝改善作用などが認められたことを受け
て、これら作用の活性本体を同定する目的で、Kp 根茎から得られた MeOH エキスおよび
KpE を用いて、Kp の成分の分離を試みた。 
 
第 2節 K.parviflora の成分探索 
 
Chart 1 に従って、Kp から KpM と KpE を得た。この KpM と KpE について各種クロマト
グラフィーなどによる分離・精製を繰り返し行い、Comp. 1〜12 と仮称した化合物をそれぞ
れ単離した。 




























































































































































































































































6.34 (1H, d, J
6.43 (1H, d, J
8.05 (2H, m)
12.56 (1H, s) 
7.50 (3H, m)







 = 2.0 Hz) 
 













6.28 (1H, d, 














J = 2.0 Hz)
 
















 Comp. 2 は白色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
313.1078 から、分子式 C18H17O5 が明らかになった。IR によりカルボニル（1638 cm-1）、芳
香環（1605 cm-1）、UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの存在が示唆された。13C-NMR
および DEPT からは 7 個の 3級炭素、3 個の 1級炭素、8 個の 4級炭素の存在が示唆され、
1H-NMR からは δ3.88（3H, s）、 δ3.89（3H, s）、 δ3.96（3H, s）よりメトキシ基が 3 個、δ6.35
（1H, d, J = 2.4 Hz）、δ6.52（1H, d, J = 2.4 Hz）より芳香環上の m-カップリングした水素が 1
対、δ7.46-7.53（3H, m）、δ8.05-8.09（2H, m）より芳香環の水素が 5 個存在することが示唆
された。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラボノイド骨格を有す
ることが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により呈色しないこと、およ
び 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められなかったことから、A 環 5 位に
水酸基が存在しないことが考えられた。1H-NMR においてマルチプレットの 5H 分は B環由
来であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナルが認められなかったこと、
m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環の 6位と 8位に由来すると考えら
れたことから、3 個のメトキシ基が結合しうる部位は C環 3位、A環 5位、7位であると推
測できた。ここで、3,5,7-trimethoxyflavone の文献値 [38] と 1H および 13C-NMR の測定値を

































































































6.35 (1H, d, J
6.52 (1H, d, J
8.07 (2H, m)
3.88 (3H, s) 
3.89 (3H, s) 
3.96 (3H, s) 
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6.31 (1H, d, 














J = 2.0 Hz)
 
















 Comp. 3 は白色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
342.1103 から、分子式 C19H18O6 が明らかになった。IR によりカルボニル（1740 cm-1）、芳
香環（1601 cm-1）、UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの存在が示唆された。13C-NMR
および DEPT からは 6 個の 3級炭素、4 個の 1級炭素、9 個の 4級炭素の存在が示唆され、
1H-NMR からは δ3.79（3H, s）、δ3.80（3H, s）、δ3.81（3H, s）、δ3.87（3H, s）よりメトキシ
基が 4 個、δ6.25（1H, d, J = 2.2 Hz）、δ6.41（1H, d, J = 2.2 Hz）より芳香環上の m-カップリ
ングした水素が 1対、δ6.92（2H, d, J = 9.2 Hz）、δ7.98（2H, d, J = 9.2 Hz）より 1,4-2置換芳
香環の存在が示唆された。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラボ
ノイド骨格を有することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により呈色
しないこと、および 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められなかったこと
から、A環 5位に水酸基が存在しないことが考えられた。1H-NMR において B環は 1,4-2置
換芳香環であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナルが認められなかった
こと、m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環の 6位と 8位に由来すると
考えられたことから、4 個のメトキシ基が結合しうる部位は C環 3位、A環 5位、7位、B
環 4’位であると推測できた。ここで、3,5,7,4’-tetramethoxyflavone の文献値 [38] と 1H およ
び 13C-NMRの測定値を比較したところ、一致したので Comp. 3を 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone






































































































6.25 (1H, d, J
6.41 (1H, d, J
7.98 (2H, d, J
6.92 (2H, d, J
3.79 (3H, s) 
3.80 (3H, s) 
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6.17 (1H, d, 
6.34 (1H, d, 
7.94 (2H, d, 














J = 2.0 Hz)
 




J = 9.0 Hz)












 Comp. 4 は黄色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
328.0944 から、分子式 C18H16O6 が明らかになった。IR により水酸基（3420 cm-1）、カルボ
ニル（1658 cm-1）、芳香環（1581 cm-1）、また UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの
存在が示唆された。13C-NMR および DEPT からは 6 個の 3級炭素、3 個の 1級炭素、9 個の
4級炭素の存在が示唆され、1H-NMR からは δ3.84（3H, s）、 δ3.85（3H, s）、 δ3.87（3H, s）
よりメトキシ基が 3 個、δ6.32（1H, d, J = 2.2 Hz）、δ6.41（1H, d, J = 2.2 Hz）より芳香環上の
m-カップリングした水素が 1対、δ7.01（2H, d, J = 9.2 Hz）、δ8.03（2H, d, J = 9.2 Hz）より
1,4-2置換芳香環、さらに δ12.63（1H, s）より水素結合した水酸基が存在することが示唆さ
れた。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラボノイド骨格を有する
ことが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により褐色に呈色すること、お
よび 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められたことから、A 環 5 位に水素
結合した水酸基の存在が考えられた。1H-NMR において B環は 1,4-2置換芳香環であると考
えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナルが認められなかったこと、m-カップリン
グの水素 1対はその化学シフト値からA環の 6位と 8位に由来すると考えられたことから、
3 個のメトキシ基が結合しうる部位は C環 3位、A環 7位、B環 4’位であると推測できた。
ここで、5-hydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone の文献値 [38] と 1H および 13C-NMR の測定値を
比較したところ、一致したので Comp. 4 を 5-hydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone と同定した




































































































6.32 (1H, d, J
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6.32 (1H, d, 
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 Comp. 5 は白色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
282.0888 から、分子式 C17H14O4 が明らかになった。IR によりカルボニル（1650 cm-1）、芳
香環（1605 cm-1）、UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの存在が示唆された。13C-NMR
および DEPT からは 8 個の 3級炭素、2 個の 1級炭素、7 個の 4級炭素の存在が示唆され、
1H-NMR からは δ3.88（3H, s）、δ3.93（3H, s）よりメトキシ基が 2 個、δ6.35（1H, d, J = 2.4 Hz）、
δ6.54（1H, d, J = 2.4 Hz）より芳香環上の m-カップリングした水素が 1対、δ6.65（1H, s）よ
りカップリングしていない水素が 1 個、δ7.46-7.48（3H, m）、δ7.82-7.86（2H, m）より芳香
環の水素が 5 個存在することが示唆された。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、こ
の化合物はフラボノイド骨格を有することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3
試薬により呈色しないこと、および 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認めら
れなかったことから、A環 5位に水酸基が存在しないことが考えられた。1H-NMR において
マルチプレットの 5H 分は B環由来であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシ
グナル δ6.65（1H, s）が認められたこと、m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値か
ら A環の 6位と 8位に由来すると考えられたことから、2 個のメトキシ基が結合しうる部位
は A環 5位、7位であると推測できた。ここで、5,7-dimethoxyflavone の文献値 [38] と 1H
および 13C-NMR の測定値を比較したところ、一致したので Comp. 5 を 5,7-dimethoxyflavone
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 Comp. 6 は黄色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
298.0838 から、分子式 C17H14O5 が明らかになった。IR により水酸基（3425 cm-1）、カルボ
ニル（1665 cm-1）、芳香環（1600 cm-1）、また UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの
存在が示唆された。13C-NMR および DEPT からは 7 個の 3級炭素、2 個の 1級炭素、8 個の
4級炭素の存在が示唆され、1H-NMR からは δ3.80（3H, s）、 δ3.81（3H, s）よりメトキシ基
が 2 個、δ6.28（1H, d, J = 2.4 Hz）、δ6.39（1H, d, J = 2.4 Hz）より芳香環上の m-カップリン
グした水素が 1対、δ6.49（1H, s）よりカップリングしていない水素が 1 個、δ6.93（2H, d, J 
= 9.0 Hz）、δ7.75（2H, d, J = 9.0 Hz）より 1,4-2置換芳香環、さらに δ12.73（1H, s）より水素




いて B環は 1,4-2置換芳香環であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナル
δ6.49（1H, s）が認められたこと、m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環
の 6位と 8位に由来すると考えられたことから、2 個のメトキシ基が結合しうる部位は A環
7位、B環 4’位であると推測できた。ここで、5-hydroxy-7,4’-dimethoxyflavone の文献値 [38] 
と 1H および 13C-NMR の測定値を比較したところ、一致したので Comp. 6 を
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 Comp. 7 は黄色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
358.1048 から、分子式 C19H18O7 が明らかになった。IR により水酸基（3400 cm-1）、カルボ
ニル（1659 cm-1）、芳香環（1600 cm-1）、また UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの
存在が示唆された。13C-NMR および DEPT からは 5 個の 3級炭素、4 個の 1級炭素、10 個
の 4級炭素の存在が示唆され、1H-NMR からは δ3.77（6H, s）、 δ3.87（6H, s）よりメトキシ
基が 4 個、δ6.22（1H, d, J = 2.4 Hz）、δ6.34（1H, d, J = 2.4 Hz）より芳香環上の m-カップリ
ングした水素が 1対、δ6.88（1H, d, J = 8.5 Hz）、δ7.58（1H, d, J = 2.0 Hz）、δ7.62（1H, dd, J = 
8.5, 2.0 Hz）より 1,3,4-3置換芳香環、さらに δ12.52（1H, s）より水素結合した水酸基が存在
することが示唆された。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラボノ
イド骨格を有することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により褐色に
呈色すること、および 1H-NMRにて水素結合した水酸基のシグナルが認められたことから、
A環 5位に水素結合した水酸基の存在が考えられた。1H-NMR において B環は 1,3,4-3置換
芳香環であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナルが認められなかったこ
と、m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環の 6位と 8位に由来すると考
えられたことから、4 個のメトキシ基が結合しうる部位は C環 3位、A環 7位、B環 3’位、
4’位であると推測できた。ここで、5-hydroxy-3,7,3’,4’-tetramethoxyflavone の文献値 [38] と
1H および 13C-NMR の測定値を比較し たと ころ、一致し たので Comp. 7 を
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Comp. 8 は白色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
373.1206 から、分子式 C20H20O7 が明らかになった。IR によりカルボニル（1625 cm-1）、芳
香環（1605 cm-1）、UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの存在が示唆された。13C-NMR
および DEPT からは 5 個の 3級炭素、5 個の 1級炭素、10 個の 4級炭素の存在が示唆され、
1H-NMR からは δ3.84（3H, s）、δ3.86（6H, s）、δ3.95（6H, s）よりメトキシ基が 5 個、δ6.34
（1H, d, J = 2.2 Hz）、δ6.43（1H, d, J = 2.2 Hz）より芳香環上の m-カップリングした水素が 1
対、δ6.97（1H, d, J = 8.4 Hz）、δ7.67（1H, d, J = 2.0 Hz）、δ7.71（1H, dd, J = 8.4, 2.0 Hz）より
1,3,4-3置換芳香環の存在が示唆された。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化
合物はフラボノイド骨格を有することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試
薬により呈色しないこと、および 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められ
なかったことから、A環 5位に水酸基が存在しないことが考えられた。1H-NMR において B
環は 1,3,4-3置換芳香環であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナルが認
められなかったこと、m-カップリングの水素 1 対はその化学シフト値から A 環の 6 位と 8
位に由来すると考えられたことから、5 個のメトキシ基が結合しうる部位は C環 3位、A環
5位、7位、B環 3’位、4’位であると推測できた。ここで、3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone の
文献値 [38] と 1H および 13C-NMR の測定値を比較したところ、一致したので Comp. 8 を
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 Comp. 9 は黄色の粉末として得られ、HR-EIMS において観測された分子イオンピーク m/z: 
268.0732 から、分子式 C16H12O4 が明らかになった。IR により水酸基（3440 cm-1）、カルボ
ニル（1665 cm-1）、芳香環（1605 cm-1）、また UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの
存在が示唆された。13C-NMR および DEPT からは 8 個の 3級炭素、1 個の 1級炭素、7 個の
4級炭素の存在が示唆され、1H-NMR からは δ3.86（3H, s）よりメトキシ基が 1 個、δ6.34（1H, 
d, J = 2.4 Hz）、δ6.47（1H, d, J = 2.4 Hz）より芳香環上の m-カップリングした水素が 1対、δ6.63
（1H, s）よりカップリングしていない水素が 1 個、δ7.49-7.53（3H, m）、δ7.85-7.86（2H, m）
より芳香環の水素が 5 個、さらに δ12.69（1H, s）より水素結合した水酸基が存在すること
が示唆された。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラボノイド骨格
を有することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により褐色に呈色する
こと、および 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められたことから、A 環 5
位に水素結合した水酸基の存在が考えられた。1H-NMR においてマルチプレットの 5H 分が
B環由来であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナル δ6.63（1H, s）が認
められたこと、m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環の 6位と 8位に由
来すると考えられたことから、メトキシ基が結合しうる部位は A 環 7 位であると推測でき
た。ここで、5-hydroxy-7-methoxyflavone の文献値 [38] と 1H および 13C-NMR の測定値を
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 Comp. 10は白色の粉末として得られ、HR-EIMSにおいて観測された分子イオンピーク m/z: 
312.0994 から、分子式 C18H16O5 が明らかになった。IR によりカルボニル（1640 cm-1）、芳
香環（1601 cm-1）、UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの存在が示唆された。13C-NMR
および DEPT からは 7 個の 3級炭素、3 個の 1級炭素、8 個の 4級炭素の存在が示唆され、
1H-NMR からは δ3.85（3H, s）、δ3.88（3H, s）、δ3.93（3H, s）よりメトキシ基が 3 個、δ6.34
（1H, d, J = 2.4 Hz）、δ6.53（1H, d, J = 2.4 Hz）より芳香環上の m-カップリングした水素が 1
対、δ6.56（1H, s）よりカップリングしていない水素が 1 個、δ6.97（2H, d, J = 9.0 Hz）、δ7.79
（2H, d, J = 9.0 Hz）より 1,4-2置換芳香環の存在が示唆された。以上の 13C-NMR と 1H-NMR
パターンより、この化合物はフラボノイド骨格を有することが示唆された。また、本化合
物は TLC 上で FeCl3試薬により呈色しないこと、および 1H-NMR にて水素結合した水酸基
のシグナルが認められなかったことから、A環 5位に水酸基が存在しないことが考えられた。
1H-NMR において B環は 1,4-2置換芳香環であると考えられ、C環 3位に相当するシングレ
ットシグナル δ6.56（1H, s）が認められたこと、m-カップリングの水素 1対はその化学シフ
ト値から A環の 6位と 8位に由来すると考えられたことから、3 個のメトキシ基が結合しう
る部位は A環 5位、7位、B環 4’位であると推測できた。ここで、5,7,4’-trimethoxyflavone の
文献値 [38] と 1H および 13C-NMR の測定値を比較したところ、一致したので Comp. 10 を
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 Comp. 11は黄色の粉末として得られ、HR-EIMSにおいて観測された分子イオンピーク m/z: 
344.0887 から、分子式 C18H16O7 が明らかになった。IR により水酸基（3490 cm-1）、カルボ
ニル（1670 cm-1）、芳香環（1605 cm-1）、また UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの
存在が示唆された。13C-NMR および DEPT からは 5 個の 3級炭素、3 個の 1級炭素、10 個
の 4級炭素の存在が示唆され、1H-NMR からは δ3.87（3H, s）、 δ3.88（3H, s）、 δ3.99（3H, 
s）よりメトキシ基が 3 個、δ6.36（1H, d, J = 2.2 Hz）、δ6.45（1H, d, J = 2.2 Hz）より芳香環
上の m-カップリングした水素が 1対、δ6.97（1H, d, J = 8.5 Hz）、δ7.69（1H, d, J = 2.2 Hz）、
δ7.73（1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz）より 1,3,4-3置換芳香環、さらに δ12.63（1H, s）より水素結合
した水酸基が存在することが示唆された。また、δ5.72（1H, s）のピークより水酸基がもう
1 個存在すると考えられた。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラ
ボノイド骨格を有することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により褐
色に呈色すること、および 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められたこと
から、A環 5位に水素結合した水酸基の存在が考えられた。1H-NMR において B環は 1,3,4-3
置換芳香環であると考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナルが認められなかっ
たこと、m-カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環の 6位と 8位に由来する
と考えられたことから、3 個のメトキシ基、1 個の水酸基が結合しうる部位は C環 3位、A
環 7位、B環 3’位、4’位であると推測できた。ここでメトキシ基を 3 個、水酸基を 2 個有す
る 5,3’-dihydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone の文献値 [68, 69] と 1H および 13C-NMR の測定値
を比較したところ、一致したので Comp. 11 を 5,3’-dihydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone と同定
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 Comp. 12は黄色の粉末として得られ、HR-EIMSにおいて観測された分子イオンピーク m/z: 
284.0686 から、分子式 C16H12O5 が明らかになった。IR により水酸基（3440 cm-1）、カルボ
ニル（1650 cm-1）、芳香環（1560 cm-1）、また UV により共役 2 重結合、共役カルボニルの
存在が示唆された。13C-NMR および DEPT からは 7 個の 3級炭素、1 個の 1級炭素、8 個の
4級炭素の存在が示唆され、1H-NMR からは δ3.87（3H, s）よりメトキシ基が 1 個、δ6.37（1H, 
d, J = 2.2 Hz）、δ6.75（1H, d, J = 2.2 Hz）より芳香環上の m-カップリングした水素が 1対、δ6.84
（1H, s）よりカップリングしていない水素が 1 個、δ6.93（2H, d, J = 9.0 Hz）、δ7.95（2H, d, J 
= 9.0 Hz）より 1,4-2置換芳香環、さらに δ12.96（1H, brs）より水素結合した水酸基が存在す
ることが示唆された。また、δ10.38（1H, brs）のピークより水酸基がもう 1 個存在すると考
えられた。以上の 13C-NMR と 1H-NMRパターンより、この化合物はフラボノイド骨格を有
することが示唆された。また、本化合物は TLC 上で FeCl3試薬により褐色に呈色すること、
および 1H-NMR にて水素結合した水酸基のシグナルが認められたことから、A 環 5 位に水
素結合した水酸基の存在が考えられた。1H-NMR において B環は 1,4-2置換芳香環であると
考えられ、C環 3位に相当するシングレットシグナル δ6.84（1H, s）が認められたこと、m-
カップリングの水素 1対はその化学シフト値から A環の 6位と 8位に由来すると考えられ
たことから、1 個のメトキシ基、1 個の水酸基が結合しうる部位は A環 7位、B環 4’位であ
ると推測できた。ここで 5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone の文献値  [70] と 1H および
13C-NMR の 測 定 値 を 比 較 し た と こ ろ 、 一 致 し た の で Comp. 12 を
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第 4 章 K.parviflora の脂肪細胞に対する効果 
 












第 2節 K. parviflora の脂肪前駆細胞に対する分化誘導効果 
 
【MTT assay】 
はじめに、KpE の 3T3-L1 細胞に対する細胞毒性評価を 3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 
5-diphenyl-2H-tetra zolium bromide（MTT）assayを用いて検討した（Figure 20）。KpEは 10 µg/mL 
では約 15%の細胞増殖抑制が見られたが、0.1〜3 µg/mL では無処置コントロールと比較し
て細胞増殖に差は認められなかった。従って、今後種々の活性評価を行うにあたり、KpE
の最大処置濃度を 3 µg/mL と設定することにした。 
 Figure 20. Effect of 










































































 Figure 21. Eff
A: TG concentration and B: Oil red O staining in 3T3
differentiation. 
Abbreviation Tro: troglitazone.
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 Figure 22. Effect
A: TG concentration and B: 
cells 8 days after induction of differentiation. 
Abbreviation Tro: troglitazone.
The values are expressed as mean ±SD (n = 4)
aSigni
s
ficantly different from control
 of flavonoids isolated from Kp on different
photograph 
 
 at p < 0.05.
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 Figure 24. Effect
A: TG concentration and B: 
differentiation. 
Abbreviation Tro: troglitazone.
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 B: PPAR
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-L1 cells 8 days after induction of differentiation. 
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第 3節 K.parviflora の成熟細胞に対する脂肪分解促進作用 
 

















まず、成熟脂肪細胞の肥大化に対する KpE の効果を評価するにあたり、3T3-L1 細胞を用
いた、成熟脂肪細胞モデルの作製を行った。前駆脂肪細胞に対して、dexamethasone（DEX）
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A: MTT assay and B: TG concentration
differentiation.
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A: TG concentration, B: Oil red O staining and C: glycerol 
cells 12 days







 after induction of differentiation.
ficantly different from control 
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を real-time PCR
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第 4節 考察 
 




 3T3-L1細胞は線維芽細胞から増殖し、confluent 後、IBMX、DEX、insulin を処置すること
により TG を細胞内に脂肪滴として取り込んだ脂肪細胞に効率良く分化する [72, 73]。本検
討では、KpE および Kpフラボノイド 12種の 3T3-L1細胞に対する効果をより比較できるよ
う、IBMX を処置せずに実験を行った。また、KpE および Kpフラボノイドの処置濃度は 3 
µg/mL、30 µM をそれぞれ最大処置濃度とした。最後に、化合物投与開始日を day 0 と設定
し、day 8 において細胞を回収し、様々な手法を用い活性を評価した。 
 Day 8 において、KpE は 3T3-L1細胞に対し濃度依存的に TG を蓄積させた。また、Oil red 
O 染色後の顕微鏡観察により、KpE 処置群は明らかに脂肪細胞へと分化している事が確認
された。そこで Kpフラボノイド 12種と PPARγ agonist の troglitazone、さらには分化誘導効
果が報告されている nobiletin の計 14種の化合物を処置した。その結果、Comp. 2、3、8 の
3種に有意な TG蓄積効果を示し、明らかな分化誘導効果を確認した。ここで、成分単離量
を比較すると、Comp. 3 は 722 mg, Comp. 8 は 2039.8 mg と比較的多量に含まれている事が明
らかとなり、KpE を HPLC 分析した結果、Comp. 5、8、10、3 の順で含有量が多い事が示唆





的に PPARγ mRNA 発現上昇、タンパク質発現上昇を示し、30 µM にて有意な上昇が認めら
れた。さらに小型脂肪細胞が分泌するインスリン感受性ホルモンの adiponectin の遺伝子お
よびタンパク質発現量を検討したところ、Comp. 3 は 30 µM にて有意な mRNA 発現上昇を











タンパク質が関与する [74, 75] が、その中で C/EBPファミリーと GATAファミリーについ
て取り上げる。 
 C/EBP ファミリーはロイシンジッパー型の転写因子で 6 種のサブタイプが存在する [76, 
77]。中でも C/EBPβ、C/EBPδは脂肪細胞の分化早期に一過性に上昇することにより、PPARγ




討で単離した Kp フラボノイドは nobiletin と構造が類似しているため、C/EBPβ 発現を
nobiletin 同様に上昇させる可能性が考えられた。そこで分化誘導効果の機序の一つとして、
Comp. 3, 8 の薬物投与後 2時間での C/EBPβ, δ mRNA 発現を検討した結果、両化合物処置に
より C/EBPβ, δ mRNA共に有意に発現を上昇させた。つまり、Kpフラボノイドの分化誘導
効果の機序の一つに、C/EBPβ, δ 発現の上昇があると考えられた。C/EBPδ の発現はグルコ
コルチコイドや C/EBPβ、C/EBPβの発現は cyclic adenosine monophosphate response element 
binding protein（CREB）により制御されている [80, 81]。CREB は Ser 133 をリン酸化され活
性化体になる [82]。また、C/EBPβの活性化は excetracellular dignal-regulated kinase や glycogen 






存在する [88]。中でも GATA-2、3 は白色脂肪細胞の分化前に特異的に発現しており、分化
が進行するにつれ発現が低下し、やがて発現しなくなる [89]。GATA-2、3 の分化抑制制御
の機序として、GATA-2、3 は脂肪細胞への分化に関与する C/EBPα、β、δ および PPARγプ
ロモーター領域にタンパク複合体形成あるいは結合することにより、脂肪細胞への分化を
抑制すると考えられている [89, 90]。Saito らにより、桜の木の樹皮から単離報告されたフラ











一つに、分化過程を抑制に制御する GATA-2 の発現低下作用が関与することが示唆された。 
 Kpフラボノイドの分化誘導効果を受けて、肥大化脂肪細胞形成抑制を検討した。成熟脂
肪細胞モデルを作製するにあたって、3T3-L1 細胞に IBMX、DEX、insulin を添加して分化
を誘導した。分化誘導開始時点を day 0 として、全細胞の分化過程を完了させるため day 8
まで培養を行った。day 8 には、ほぼ全ての前駆脂肪細胞に脂肪滴が形成されたことから、
これを成熟脂肪細胞モデルとして活性評価に用いることにした。その後、day 8 からさらに
4 日間の培養を行い、細胞内 TG 含有量を測定したところ、有意な上昇が認められたことか
ら、被験物質の処置時間を day 8 からの 4 日間とし、成熟脂肪細胞の肥大化に対する KpE
および Kpフラボノイドの効果を検討した。 




そこで、KpE の細胞遺伝子に対する効果を調べたところ、adiponectin および PPARγ、ATGL、
HSL において発現の上昇がみられた。前述したように、脂肪細胞における adiponectin の生
産量は、成熟脂肪細胞をピークとして脂肪滴が肥大化するにつれて減少していく。このこ
とから、KpE によって成熟脂肪細胞の肥大化が抑制され、adiponectin の減少が抑制された
ことが考えられた。KpE により PPARγ 遺伝子発現が誘導されたが、これは PPARγ が
adiponectin 遺伝子の転写因子であり、adiponectin 遺伝子の発現上昇に伴って PPARγ の遺伝
子発現が上昇したと考えられた。しかし、PPARγ はあくまで脂肪細胞の分化における制御
因子であり、その遺伝子発現は分化誘導開始から 4 日後にピークに達するとされているが
[92]、本研究において観察された KpE による PPARγ遺伝子の発現量増加は、day 8 において
まだ未分化の状態であった微量の前駆脂肪細胞が KpE によって分化誘導されたことによる
可能性も考えられた。 
ATGL および HSL は、脂肪滴に貯蔵されている TG の分解に関与している因子であり [93]、









御されており、代表的なものとして、ATGL や HSL などがある。ATGL、HSL はそれぞれ
triglyceride、diglyceride を分解するリパーゼであり、脂肪滴に貯蔵された TG は、これらリ
63 
 
パーゼの作用を受けて段階的に分解され、最終的には Monoglyceride lipase によってグリセ
ロールへと分解される。HSL はアドレナリンの刺激を起点として、cAMP や protein kinase A
などのシグナルカスケードによってリン酸化され、脂肪滴の表面に移行することで脂質分







分である 12種の PMFs について同様の検討を行ったところ、Comp. 8、10 において KpE と
同様に脂肪細胞内 TG蓄積抑制作用が認められた。続いて、Comp. 8、10 による遺伝子発現
の変動について検討した結果、KpE では認められた PPARγ遺伝子の発現上昇作用が認めら
れなかった。また、PPARγ アゴニストである troglitazone は、細胞内 TG 量低下作用を示さ
なかった。以上の結果から、KpE の PPARγ遺伝子に対する発現上昇作用と脂質分解促進作
用は関連性がなく、また、Comp. 8、10 の脂質蓄積抑制作用についても PPARγ の転写活性
とは関係はないことが示唆された。一方、Comp. 8、10 は KpE と同様に脂質分解因子であ
る ATGL や HSL 遺伝子の発現を誘導し、さらに ATGL のタンパク質発現量および TG の分
解産物であるグリセロール放出量の増加を示しており、KpE の成熟脂肪細胞に対する脂質
分解促進作用の活性本体として Comp. 8、10 の関与が示唆された。しかし、本研究では KpE
の成熟脂肪細胞に対する脂肪蓄積抑制効果の作用機序として ATGL および HSL の活性化作
用を見出したが、詳細なメカニズムについては不明である。ATGL および HSL の活性化を
誘導するものとしては、FoxO1 や IRF4 などの転写因子が報告されている [95]。また、Comp. 



























第 5 章 結論 
 









された。そして、12 種の化合物のうち、Comp. 3: 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone、Comp. 8: 
3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone が PPARγ の上流因子を制御し、間接的に PPARγ を活性化さ
せ脂 肪細胞分 化誘導効果 を、 Comp. 8: 3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone 、 Comp. 10: 







明らかとなった [100]。また、Kp EtOHエキス投与時の bioavailability（BA）が約 4% と、
極めて低いのに対し、cyclodextrin と混合して投与することで BA が約 63% と著しく改善す
ることも明らかにされている [101]。今回の in vivo試験において、KpE を粉末化の目的でシ
クロデキストリンと混合しており、ポリメトキシフラボノイドの体内への吸収が増大した
ことが十分に考えられる。さらに、Kpフラボノイドのうち、3,5,7,4’-tetramethoxyflavone（Comp. 







 本研究において、脂肪細胞に対して、Comp. 8 は脂肪細胞分化誘導効果、脂肪分解促進効
果の両作用を有することが明らかとなった。この化合物は、Kp 中に多く含有されているこ
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 Figure 35. Effect
adipocytes.





















HepG2 cell treated 0.6 mM oleic acid
Abbreviation 


















ficantly different from control



























 on TG accumulation and MTP, DGAT2 mRNA expression
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第 6 章 総括 
 
 本研究では、自然発症 2 型糖尿病モデル動物である TSOD マウスに対して抗肥満効果を
示した、東南アジアに自生するショウガ科の植物 Kaempferia parviflora（Kp）の活性本体の
同定、および作用機序を解明する目的に、各分析機器を用いた成分探索、TSODマウスおよ
びマウス由来脂肪前駆細胞である 3T3-L1細胞を用いた in vivo、in vitro試験を行った。 
 
1. Kp根茎を MeOH で還流して得られた MeOHエキスを、水で懸濁後、EtOAc で分配す
る事で Kp EtOAc画分（KpE）を得た。 
 




3. TSNO マウスにおいて、KpE は体重増加抑制作用を示したが、糖・脂質代謝において
影響を与えなかった。 
 
4. Kp MeOHエキスおよび KpE の成分探索を行った結果、12種のポリメトキシフラボノ
イドを単離した。そして、各分析機器を用いた解析により、以下に記す化合物と同定
した。 
Comp. 1: 5-hydroxy-3,7-dimethoxyflavone 
Comp. 2: 3,5,7-trimethoxyflavone 
Comp. 3: 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone 
Comp. 4: 5-hydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone 
Comp. 5: 5,7-dimethoxyflavone 
Comp. 6: 5-hydroxy-7,4’-dimethoxyflavone 
Comp. 7: 5-hydroxy-3,7,3’,4’-tetramethoxyflavone 
Comp. 8: 3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone 
Comp. 9: 5-hydroxy-7-methoxyflavone 
Comp. 10: 5,7,4’-trimethoxyflavone 
Comp. 11: 5,3’-dihydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone 
Comp. 12: 5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone 
 





6. 単離し た 化 合物の う ち 、 3,5,7-trimethoxyflavone 、 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone 、
3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone は 3T3-L1 脂肪前駆細胞に対して細胞内 TG 量増加を示
し、分化誘導効果を示した。 
 




8. Kp から単離されたフラボノイドは PPARγ agonist作用を示さなかった。 
 
9. 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone、3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone は 3T3-L1 脂肪前駆細胞に
対して、PPARγ 発現上昇、adiponectin、C/EBPβ/δ mRNA 発現上昇、GATA-2/3 mRNA
発現低下を示した。 
 






12. 3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone、5,7,4’-trimethoxyflavone は ATGL 発現上昇、adiponectin、
HSL mRNA 発現上昇を示した。なお、PPARγ mRNA 発現には変化を与えなかった。 
 































イソエリート P、デキシパール β-100（Ensuiko Sugar Refining Co., Ltd., Tokyo） 
マウス MF普通飼料（Oriental Yeast Co., Ltd., Chiba） 
ノボ・ヘパリン注 5千単位/5 mL（Mochida Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo） 
グルコース CⅡ－テストワコー、コレステロール E－テストワコー、トリグリセライド E－
テストワコー、HDL－コレステロール－テストワコー、LDL－コレステロール－テストワ
コー、NEFA C－テストワコー：（Wako Pure Chemical Industries Co., Ltd., Osaka） 
レビス インスリンマウス－T：（Shibayagi Co., Ltd., Gunma） 
Mouse Adiponectin/ACrp30：（R & D Systems, U.S.A. & Canada） 
50 mg/mL Pentobarbital Sodium（ネンブタール注射液）：（Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd., 
Osaka） 
NaCl、CHCl3、MeOH、Triton X-100、Formalin：（Wako） 
n-Hexane、Acetone、CHCl3、MeOH：（Kanto Chemical Co., Ltd., Tokyo） 
Acetonitrile、Methanol（HPLC 用）：（Wako） 
FBS（Lot. 7136768Y）、1% Penicillin（10,000 unit/mL）- Streptomycin（10,000 µg/mL）liquid、
Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）、Trypcin/EDTA liquid：（Invitrogen, Tokyo） 
3-Isobutyl-1-methylxantin (IBMX)、Dexamethasone (DEX)：（Sigma, U.S.A.） 
Insulin、Isopropyl alcohol、KH2PO4、Na2HPO4、DMSO、Oleic acid（Wako） 
MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)、Oil red O、Albumin 
from bovine serum, fatty acid free：（Sigma） 
RNeasy Mini Kit、Reverse Transcription Kit、QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix：（QIAGEN, 
Hilden, Germany） 
GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit：（Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri） 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit：（Applied Biosystems, Fostercity, CA） 
THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix：（Toyobo Co., Ltd., Osaka） 
Diethylpyrocarbonate：（Nacalai tesque Inc., Kyoto） 
2-Mercaptoethanol：（Wako） 
PCR 用各種 primer：（Sigma-Aldrich Japa K.K. Genosys Division. Hokkaido） 





2-Amino-2-hydroxy methyl-1,3-propanediol、EDTA・Na、Bromophenol blue、Tween 20：（Wako） 
DC protein assay kit：（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA） 
LumiGLO Reagent and 20×Peroxide（Cell Signaling Tecnology, Boston, MA） 





融点測定：MP微量融点測定装置（Yanaco New Science Inc., Kyoto） 
・融解せず、焦げたものを dec.（decomposition）と表記した。 
UV：UV-240（Shimazu Co., Ltd., Kyoto） 
IR：IR Report-100（JASCO Co., Ltd., Tokyo） 
核磁気共鳴スペクトル（NMR）： 
JNM-AL300 MHz (1H-NMR:300 MHz,13C-NMR:75 MHz) 
JNM-AL400 MHz (1H-NMR:400 MHz,13C-NMR:100 MHz) 
JNM-AL500 MHz (1H-NMR:500 MHz,13C-NMR:125 MHz)（JEOL Co., Ltd., Tokyo） 
・ケミカルシフト値は δ値（ppm）で示し、1H-NMR において TMS（tetramethylsilane: δ 0）
を、13C-NMR において使用溶媒（DMSO-d6: δ 39.5, CDCl3: δ 77.0）を内部標準として用い
た。また、カップリング定数は hertz (Hz) で示し、分裂パターンは s (singlet), d (doublet), m 
(multiplet), brs (broad singlet) で各シグナルを示した。 
MS：JMS-700（JEOL） 
カラムクロマトグラフィー用シリカゲル：Silica Gel 60N (63-210 µm)（Kanto Chemical） 
TLC：Silica Gel 60 F254 (ガラスプレート)（Merck, Germany） 
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）： 
ポンプ：SSC-3461（Sensyu Scientific Co., Ltd., Tokyo）、LC-10AD（Shimazu） 
検出器：GULLIVER UV-970 UV/VIS Detector（JASCO）、SPD-10A（Shimazu） 
インジェクター：E1E005（Sensyu Scientific）、SIL-10AD（Shimazu） 
カラム：Pak PEGASIL SP100 10φ×250 mm No. 09022308H 
       Inertsll Diol  5 nm 10×250 mm C/N 5020-86556 S/N 9H143001 
（Sensyu Scientific） 
      Cadenza CD C18 4.6×250 mm（Imtact Co., Ltd., Kyoto） 
 Cosmo spin filter H（Nacalai tesque） 
 
【TSOD を用いた抗肥満試験】 
プレートリーダー：Model 680 Micro plate reader（Bio-Rad Laboratories） 
実験動物用 X線 CT装置（La Theta, ALOKA Co., Ltd., Tokyo） 
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遠心濃縮器 CC-105（TOMY SEIKO Co., Ltd., Tokyo） 
ヘマトクリット遠心機 H-1200F（KOKUSAN Co., Ltd., Tokyo） 
 
【細胞培養】 
Plate：Multiwell Plate, 6, 12, 24 well （CORNING, NY） 
CO2 Incubater IT400（YAMASA, Tokyo） 
Aspirator SP-30（TOKYO M.I. Co., Ltd., Tokyo） 




NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer（NanoDrop Products, Wilmington, DE） 
ホモジナイザー：NS-310E Handy Micro Homogenizer（MICROTEC Co., Ltd., Chiba） 
 
PCR： 
Mini Option Model CFD3121（Bio-Rad Laboratories） 
Mx3000P Real-Time QPCR System（Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA） 
 
【Western blotting】 
超音波破砕装置：S-250D Digital sonifier®（BANSON, Kanagawa） 
転写装置：Mini-PROTEAN® 3 Cell（Bio-Rad Laboratories） 
電源装置：Power Pack HC（Bio-Rad Laboratories） 
















テルモシリンジ 1 mLツベルクリン用（Terumo Co., Ltd., Tokyo） 
テルモ注射針 25G、26G（Terumo） 






2.1 K. parviflora EtOAc ext. の TSOD マウスに対する抗肥満活性試験 
 
2.1.1 KpE 末の作成 
 
抗肥満試験において、KpE末を 50 g 使用した。 
KpE ext. 10 g を MeOH 300 mL に溶解した溶液と、別に分岐 cyclodextrin（イソエリート
P®、デキシパール β®）4 g を milliQ水 300 mL に溶解した溶液を混合し、エバポレーター
で減圧濃縮し、MeOH を完全に蒸発させた。液体窒素で凍結させ、一晩凍結乾燥させた。










被験物質の投与開始後 4 週（8 週齢）および 8 週（12 週齢）のマウスにおいて、マウス
をネンブタール麻酔（50 mg/kg, i.p.）下で実験動物用 X線 CT装置（La Theta, ALOKA）に
セットし、剣状突起から仙骨まで 1.5 mm 間隔でスキャンし、内臓脂肪重量および皮下脂肪
重量を測定した。 
 
2.1.4 血漿中 adiponectin 測定 
 
 被験物質の投与開始時 8 週（12 週齢）のマウスにおいて、非絶食・麻酔下にて腹部大静
脈からヘパリン処置したシリンジを用いて採血し、摂取した血液約 1.5 mL を 10.000×g、4℃
の条件で 10 min遠心分離処理し、血漿を得た。得た血漿中の adiponectin測定にはQuantikine® 
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 被験物質の投与開始後 8 週（12 週齢）のマウスにおいて非絶食・麻酔下にて腹部大静脈






 被験物質の投与開始後 8週（12週齢）のマウスにおいて、18 時間絶食したマウスに糖と
して 10% グルコース溶液を 2 g/kg経口投与した。投与直前を 0 min とし、投与後 30 min、







被験物質の投与開始後 8週（12週齢）に解剖し、採取した肝臓（約 100 mg）を 2 mLサ
ンプルチューブに取り、1 M NaCl 溶液 500 µL を添加後、30 sec ホモジナイズした。
CHCl3/MeOH（2:1）3 mL と 1 M NaCl溶液 500 µL 加えて 1 min振とう後、3000 rpm、5 min
の条件で遠心分離した。有機層のみを分取し、遠心濃縮器 CC-105（TOMY SEIKO）にて有
機溶媒を留去した。残留物を Triton X-100/MeOH（2:1）200 µL に溶解し sample とした。そ




2.2.1 K. parviflora の成分探索 
 
本研究で用いた Kp の根茎は、2005 年春にラオスで採集したものを用いた。最初に、根茎
をスライスし、これを自然乾燥させた後、約 100 g につきMeOH 1 L で 1 時間加熱還流抽
出することを 4回繰り返し、MeOH ext.（11.08 g）を得た。また、同様に抽出した MeOH ext. 
を EtOAc および H2O により分配し、EtOAc ext.（20 g）を得た。 
































































































































Chart 5. Isolation procedure for Fr. Ⅲfrom 
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Kp MeOH ext.  
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【No.2 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 75 g、吸着用 Silica gel: 3.3 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 20:1（1000 mL）→ 10:1（1000 mL）→ 7:1（1000 mL）→ 4:1（1000 mL）
→ 1:1（1000 mL）→ 0:1（1800 mL）→ MeOH（500 mL） 
Result: Comp. 1: 114.2 mg、Comp. 4: 333.3 mg、Comp. 6: 61.5 mg 
 
 
【No.3 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 32 g、吸着用 Silica gel: 320 mg 
Eluate: n-Hex-Acetone = 10:1（500 mL）→ 7:1（560 mL）→ 4:1（500 mL）→ 1:1（500 mL）
→ 0:1（500 mL）→ MeOH（500 mL） 
Result: Comp. 7: 85 mg、Comp. 1: 45.9 mg 
 
【No.4 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 50 g、吸着用 Silica gel: 240 mg 
Eluate: n-Hex-Acetone = 5:1（2400 mL）→ 4:1（1000 mL）→ 3:1（400 mL）→ 2:1（300 mL）
→ 1:1（400 mL）→ 0:1（500 mL）→ MeOH（400 mL） 
Result: Comp. 7: 32.7 mg、Comp. 8: 9.8 mg 
 
【No.5 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 65 g、吸着用 Silica gel: 1.0 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 10:1（500 mL）→ 7:1（560 mL）→ 4:1（500 mL）→ 2:1（480 mL）
→ 1:1（500 mL）→ 0:1（500 mL）→ MeOH（500 mL） 
Result: Comp. 11: 16.4 mg 
 
【No.6 HPLC】 
Column: PEGASIL silica SP100 10φ×250 mm No.09022308H 
Eluate: EtOAc:CHCl3 = 1:3 
Detector: UV 365 nm 
Sample conc.: 10 mg/mL 
Charge: 2.0 mL 
Range: 1.000 
Flow rate: 2.5 mL/min 




【No.7 Silica gel C. C.
Silica gel: 180 g
Eluate: 
Result: Comp. 10: 820 mg
 
【No.8 Silica gel C. C.
Silica gel: 65 g
Eluate: 























































【No.9 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 70 g、吸着用 Silica gel: 2.8 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 3:1（600 mL）→ 2:1（600 mL）→ 1:1（600 mL）→ 0:1（600 mL）→ 
MeOH（400 mL） 
Result: Comp. 3: 722.2 mg、Comp. 5: 80.3 mg 
 
【No.10 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 120 g、吸着用 Silica gel: 6.0 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 3:1（1000 mL）→ 2:1（900 mL）→ 1:1（1000 mL）→ 0:1（1000 mL）
→ MeOH（1000 mL） 
 
【No.11 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 120 g、吸着用 Silica gel: 182 mg 
Eluate: n-Hex-Acetone = 10:1（550 mL）→ 7:1（400 mL）→ 4:1（500 mL）→ 2:1（300 mL）
→ 1:1（200 mL）→ MeOH（200 mL） 
 
【No.12 HPLC】 
Column: PEGASIL silica SP100 10φ×250 mm No.09022308H 
Eluate: EtOAc:CHCl3 = 1:2 
Detector: UV 365 nm 
Sample conc.: 10 mg/mL 
Charge: 2.0 mL 
Range: 0.05 
Flow rate: 2.5 mL/min 
Result: Comp. 5: 24.0 mg、Comp. 10: 11.0 mg 
 
【No.13 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 120 g、吸着用 Silica gel: 6.5 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 2:1（1200 mL）→ 1:1（1600 mL）→ 0:1（1000 mL）→ MeOH（500 mL） 
Result: Comp. 5: 58.9 mg 
 
【No.14 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 120 g、吸着用 Silica gel: 6.0 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 2:1（1800 mL）→ 1:1（2000 mL）→ 0:1（1000 mL）→ MeOH（700 mL） 





Column: PEGASIL silica SP100 10φ×250 mm No.09022308H 
Eluate: EtOAc:CHCl3 = 1:2 
Detector: UV 365 nm 
Sample conc.: 10 mg/mL 
Charge: 2.0 mL 
Range: 0.64 
Flow rate: 1.8 mL/min 
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【No.16 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 70 g、吸着用 Silica gel: 600 mg 
Eluate: n-Hex-Acetone = 10:1（990 mL）→ 7:1（640 mL）→ 4:1（500 mL）→ 3:1（520 mL）
→ 2:1（300 mL）→ 1:1（300 mL）→ MeOH （300 mL） 
Result: Comp. 9: 70.8 mg 
 
【No.17 HPLC】 
Column: Intertsll Diol 5 nm 10×250 mm C/N 5020-86556 S/N 9H143001 
Eluate: n-Hex:EtOAc = 3:1 
Detector: UV 365 nm 
Sample conc.: 10 mg/mL 
Charge: 2.0 mL 
Range: 2.560 
Flow rate: 1.8 mL/min 
Result: Comp. 1: 92.5 mg 
 
【No.18 HPLC】 
Column: PEGASIL silica SP100 10φ×250 mm No.09022308H 
Eluate: n-Hex:Acetone = 15:1 
Detector: UV 254 nm 
Sample conc.: 10 mg/mL 
Charge: 2.0 mL 
Range: 1.280 
Flow rate: 2.0 mL/min 
Result: Comp. 4: 24.5 mg 
 
【No.19 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 65 g、吸着用 Silica gel: 1.8 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 10:1（990 mL）→ 7:1（960 mL）→ 5:1（1920 mL）→ 3:1（960 mL）
→ 2:1（600 mL）→ 1:1（600 mL）→ 0:1（1000 mL）→ MeOH（400 
mL） 
Result: Comp. 6: 17.7 mg 
 
【No.20 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 65 g、吸着用 Silica gel: 1.6 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 2:1（900 mL）→ 1:1（2600 mL）→ 0:1（1000 mL）→ MeOH（500 mL） 
 Result: Comp. 10: 262.8 mg
 
【No.21 Silica gel C. C.
Silica gel: 65 g
Eluate: 





【No.22 Silica gel C. C.
Silica gel: 320 g
、吸着用
n-Hex-Acetone = 

























Eluate: n-Hex-Acetone = 7:1（6000 mL）→ 4:1（5000 mL）→ 3:1（2000 mL）→ MeOH（1000 
mL） 
Result: Comp. 1: 930.1 mg、Comp. 6: 288.7 mg、Comp. 4: 197.5 mg 
 
【No.23 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 70 g、吸着用 Silica gel: 1.8 g 
Eluate: n-Hex-Acetone = 5:1（2400 mL）→ 4:1（2000 mL）→ 3:1（2000 mL）→ 2:1（900 mL） 
→ 1:1（1000 mL）→ MeOH (1000 mL) 
 
【No.24 Silica gel C. C.】 
Silica gel: 50 g、吸着用 Silica gel: 400 mg 
Eluate: n-Hex-Acetone = 3:1（1000 mL）→ 2:1（400 mL）→ MeOH（400 mL） 
 
【No.25 HPLC】 
Column: Intertsll Diol 5 nm 10×250 mm C/N 5020-86556 S/N 9H143001 
Eluate: CHCl3:MeOH = 3:1 
Detector: UV 365 nm 
Sample conc.: 5 mg/mL 
Charge: 2.0 mL 
Range: 2.560 
Flow rate: 1.0 mL/min 




Comp. 1: 5-hydroxy-3,7-dimethoxyflavone  
Yellow powder, mp: 147-149℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3449, 2949, 1660, 1601, UV λmax (CHCl3) nm 
(log ε): 241 (4.44), 269 (4.76), 342 (4.35), HREIMS m/z: 298.0838 [M]+ (calcd. for C17H14O5, 
298.0841), EIMS m/z (rel. int. %): 298 (M+,100), 279 (8), 267 (7), 255 (5), 1H- and 13C-NMR: see 
Table 4 (p. 22) 
 
Comp. 2: 3,5,7-trimethoxyflavone 
Colorless powder, mp: 203-207℃, IR νmax (KBr) cm-1: 2930, 1638, 1605, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 242 (4.15), 263 (4.33), 323 (4.10), HREIMS m/z: 313.1078 [M]+ (calcd. for C18H17O5, 312.0998), 




Comp. 3: 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone 
Colorless powder, mp: 164-165℃, IR νmax (KBr) cm-1: 2949, 1740, 1601, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 242 (4.26), 265 (4.38), 331 (4.40), HREIMS m/z: 342.1103 [M]+ (calcd. for C19H18O6, 342.1103), 
EIMS m/z (rel. int. %): 342 (M+,100), 323 (24), 313 (8), 1H- and 13C-NMR: see Table 6 (p. 26) 
 
Comp. 4: 5-hydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone  
Yellow powder, mp: 146-148℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3420, 2945, 1658, 1581, UV λmax (CHCl3) nm 
(log ε): 241 (4.14), 270 (4.35), 347 (4.27), HREIMS m/z: 328.0944 [M]+ (calcd. for C18H16O6, 
328.0947), EIMS m/z (rel. int. %): 328 (M+,100), 310 (11), 298 (12), 285 (40), 150 (10), 1H- and 
13C-NMR: see Table 7 (p. 28) 
 
Comp. 5: 5,7-dimethoxyflavone 
Colorless powder, mp: 149-152℃, IR νmax (KBr) cm-1: 2945, 1650, 1605, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 264 (4.40), 304 (4.17), HREIMS m/z: 282.0888 [M]+ (calcd. for C17H14O4, 282.0892), EIMS m/z 
(rel. int. %): 282 (M+,100), 253 (29), 236 (25), 209 (11), 127 (8), 1H- and 13C-NMR: see Table 8 (p. 
30) 
 
Comp. 6: 5-hydroxy-7,4’-dimethoxyflavone  
Yellow powder, mp: 166-169℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3425, 2920, 1665, 1600, UV λmax (CHCl3) nm 
(log ε): 239 (3.85), 270 (4.12), 339 (4.11), HREIMS m/z: 298.0838 [M]+ (calcd. for C17H14O5, 
298.0841), EIMS m/z (rel. int. %): 298 (M+,100), 269 (12), 255 (9), 135 (8), 1H- and 13C-NMR: see 
Table 9 (p. 32) 
 
Comp. 7: 5-hydroxy-3,7,3’,4’-tetramethoxyflavone  
Yellow powder, mp: 171℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3400, 2920, 1659, 1600, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 255 (4.23), 270 (4.22), 349 (4.21), HREIMS m/z: 358.1048 [M]+ (calcd. for C19H18O7, 358.1053), 
EIMS m/z (rel. int. %): 358 (M+,100), 343 (33), 327 (10), 315 (35), 283 (12), 165 (8), 1H- and 
13C-NMR: see Table 10 (p. 34) 
 
Comp. 8: 3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone 
Colorless powder, mp: 150-155℃, IR νmax (KBr) cm-1: 2970, 1625, 1605, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 248 (4.30), 335 (4.29), HREIMS m/z: 372.1206 [M]+ (calcd. for C20H20O7, 372.1209), EIMS m/z 
(rel. int. %): 372 (M+,100), 357 (50), 341 (15), 1H- and 13C-NMR: see Table 11 (p. 36) 
 
Comp. 9: 5-hydroxy-7-methoxyflavone  
Yellow powder, mp: 159-164℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3440, 2920, 1740, 1665, 1605, UV λmax 
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(CHCl3) nm (log ε): 230 (4.22), 270 (4.43), HREIMS m/z: 268.0732 [M]+ (calcd. for C16H12O4, 
268.0736), EIMS m/z (rel. int. %): 268 (M+,100), 239 (20), 225 (9), 1H- and 13C-NMR: see Table 12 
(p. 38) 
 
Comp. 10: 5,7,4’-trimethoxyflavone 
Colorless powder, mp: 158-161℃, IR νmax (KBr) cm-1: 2975, 1640, 1601, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 229 (4.38), 266 (4.21), 319 (4.27), HREIMS m/z: 312.0994 [M]+ (calcd. for C18H16O5, 312.0998), 
EIMS m/z (rel. int. %): 312 (M+,100), 283 (24), 266 (22), 142 (9), 132 (11), 1H- and 13C-NMR: see 
Table 13 (p. 40) 
 
Comp. 11: 5,3’-dihydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone  
Yellow powder, mp: 178℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3480, 2930, 1670, 1605, UV λmax (CHCl3) nm (log 
ε): 229 (4.61), 253 (4.18), 270 (4.17), 349 (4.15), HREIMS m/z: 344.0887 [M]+ (calcd. for C18H13O7, 
344.0896), EIMS m/z (rel. int. %): 344 (M+,100), 326 (7), 301 (27), 284 (6), 158 (7), 1H- and 
13C-NMR: see Table 14 (p. 42) 
 
Comp. 12: 5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone  
Yellow powder, mp: 284℃, IR νmax (KBr) cm-1: 3440, 2930, 1650, 1560, UV λmax (EtOH) nm (log 
ε): 209 (4.45), 268 (4.13), 337 (4.20), HREIMS m/z: 284.0686 [M]+ (calcd. for C16H12O5, 284.0685), 
EIMS m/z (rel. int. %): 284 (M+,100), 255 (21), 241 (8), 167 (5), 128 (6), 1H- and 13C-NMR: see 
Table 15 (p. 44) 
 
2.2.3 HPLC 分析 
 
 抽出した KpE を MeOH に加え、ソニケーションにより完全に溶解させて、1.0 mg/mL の
溶液を作製した。この溶液をコスモスピンフィルターH（Pore size：0.45 µm）をセットした
チューブに 400 µL添加し、5000×g にて 5 min遠心した。遠心して得られたろ液を LC/MS
用オートサンプラーに 100 µL添加し、これを sample とした。 
 
【HPLC condition】 
Column：Cadenza CD C18 4.6×250 mm 
Elution Gradient：50-95% aq・CH3CN（0.1% TFA） 
（0-5’50%, 5-30’50→95%, 30-33’95%, 33-38’95→50%） 
Column temperature 50℃ 
Flow rate：1.0 mL/min 
Inject volume：3.0 µL 
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 各細胞は、10% FBS、penicillin（100 unit/mL）-streptomycin（100 µg/mL）を添加した 4.5 mg/mL 




2.3.2 3T3-L1 細胞を用いた分化誘導 
 
2.3.2.1 3T3-L1 細胞を用いた分化誘導効果 
 
3T3-L1細胞が confluent に達した日を day 0 とし、0.25 µM DEX、1 µg/mL insulin と、各濃
度に調製した試料を含む DMEM に交換し 48 時間培養した。一旦培地を除去し、PBS で細
胞を洗浄後、同様の培地、試料でさらに 48時間培養した。その後、2 日毎に DMEM を交換
し、day 8 の細胞および培地上清を sample とした。 
 
2.3.2.2 3T3-L1 細胞を用いた成熟脂肪細胞に対する効果 
 
 3T3-L1細胞が confluent に達してから 2 日後を day 0 とし、500 µM IBMX、1 µM DEX、1 
µg/mL insulin をそれぞれ添加した DMEM にて 48 時間培養した。一旦培地を除去し、PBS
で細胞を洗浄後、1 µg/mL insulin添加した培地でさらに 48時間培養した。その後、2 日毎に
培地を交換し、day 8 からは、被験物質を添加した培地にて 96時間培養し、day 12 におけ
る細胞を sample とした。 
 
2.3.3 3T3-L1 細胞の分化初期の転写因子活性化 
 
 3T3-L1細胞が confluent に達した日を day 0 とし、0.25 µM DEX、1 µg/mL insulin と、各濃
度に調整した試料を含む DMEM に交換した。C/EBPβ/δ の発現量を検討する際は、mRNA








2.3.4 細胞増殖測定法（MTT assay） 
 
3T3-L1細胞を 24 well plate（CORNING）に 5×104 cell/well で播種し、24時間培養した。
細胞が接着したのを確認後、被験試料または DMSO を含む DMEM に置換し、48時間毎に
試料含有培地を換え、96時間インキュベートした。なお、試料は DMSO に溶解し、試料溶
解液は、DMEM には DMSO の最終濃度が 0.1% となるように混和した。培地を除去し、450 
µL DMEM と、PBS で 5 mg/mL となるように溶解した MTT溶液を 50 µL 加え、さらに 4時
間インキュベートした。4 時間後、細胞が染色されているのを確認した後に培地を除去し、
1 mL/well の DMEM でホルマザンを溶解し、マイクロプレートリーダーで吸光度を測定し
た。細胞増殖率は下式より算出した。 
 
Cell growth rate（%）= 
Absorbance 595 nm（Sample）/ Absorbance 595 nm（Control）×100 
 
2.3.5 細胞染色法（Oil red O 染色） 
 
Greeberger らの方法に準じた [110]。 
Assay 終了時における well plate の培地を除去し、PBS で 2回洗浄した後、formarin溶液 1 
mL/well を添加し、室温で 10 min 固定した。PBS で 2回洗浄し、60% isopropyl alcohol溶液
1 mL/well を添加してから 1 min置換し、溶液を捨てた。Oil red O染色液は、100% isopropyl 
alcohol で溶解した後、精製水を加えて 60% 溶液とし、0.45 µm のフィルターでろ過したも
のを 60% Oil red O染色液として使用した。ろ過した 60% Oil red O染色液を 1 mL/well ずつ
添加し、室温で 20 min放置した。染色後、60% isopropyl alcohol溶液 1 mL/well で 1 min洗
浄し、さらに PBS で 2回洗浄した。脂肪滴の染色は、顕微鏡デジタルカメラDP12（OLYMPUS, 
Tokyo）にて確認した。 
 
2.3.6 細胞内 TG 含量測定法 
 
 Assay 終了時に、 well plate の培地を除去後、細胞表面を PBS で洗浄し、1% Triton X-100 in 
PBS を 150 µL/well ずつ加えた。0.5 mL plastic tube にスクレイパーで細胞を回収し、超音波
細胞破砕装置（S-250D Digital sonifier®）で 30 sec 処理し、sample とした。細胞内に蓄積し
た TG 含量は検査薬キットを用い、マイクロプレートリーダーにて測定した。 
 








2.3.8 Glycerol assay 
 
 本実験 day 12 における細胞培地上清を sample として、検査キットのプロトコールに基づ
いて行った。 
 
2.3.9 Real-time PCR 法 
 
2.3.9.1 RNA 抽出 
 
2.3.9.1.1  分化誘導時の total RNA 抽出 
 
 2.3.2.1 および 2.3.2.2 の細胞の total RNA抽出には、RNeasy® Mini Kit を用いた。細胞操作
は氷上で、遠心操作は全て室温で行った。 PBS で細胞を洗い、 600 µL/well 1% 
2-mercaptoethanol Buffer RLTを添加し、well 内で pipettingにて細胞を完全に剥した後、1.5 mL 
plastic tube に回収した。その後 Handy Micro Homogenizer にて 45 sec ホモジナイズした。
Buffer RLTと等量の 70% ethanolを添加し混和後、2 mLの collection tubeにセットしたRNeasy 
Mini Spin Column に半量添加し、15,000×g, 15 sec 遠心操作し、ろ液を捨てた後、残り半量
を添加し同様の操作を行った。洗浄の為、RNeasy Mini Spin Column に 700 µL の Buffer RW1
を添加し、15,000×g, 15 sec 遠心操作後、RNeasy Mini Spin Column を新しい 2 mL collection 
tube に移した。次に、500 µL の Buffer RPE を RNeasy Mini Spin Column に添加し 15,000×g、
15 sec 遠心操作し、等量の Buffer RPE を 15,000×g、2 min遠心操作した。さらに、空の plastic 
tube に RNeasy Mini Spin Column を移し、1 min 遠心操作した。その後溶出の為、RNeasy Mini 
Spin Column を新しい 1. 5 mL collection tube に移し、30 µL の RNase free water を添加し、
15,000×g、1 min 遠心操作し、RNA を抽出した。 
 
2.3.9.1.2 分化初期の転写因子活性化検討時の total RNA 抽出 
 
 2.3.3 の細胞の total RNA 抽出には、GenEluteTM Mammalian Total RNA Miniprep Kit を用い
た。細胞操作は氷上で、遠心操作は全て室温で行った。PBS で細胞を洗い、250 µL/well 1% 
2-mercaptoethanol Lysis solution を添加し、well 内で pipetting にて細胞を完全に剥した後、
collection tube に回収し、12,000 rpm、2 min遠心操作した。Tube 内のカラムを捨て、70% ethanol
を Lysis solution と等量加え、全溶液を別の collection tube に移して、12,000 rpm、15 sec遠心
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操作した。ろ液を捨て、Wash solution 1 を 500 µL添加し、12,000 rpm、15 sec遠心操作し、
tube 内のカラムを新たな collection tube に移し替え、Wash solution 2 を 500 µL添加し、12,000 
rpm、 15 sec遠心操作した。Wash solution 2 を等量添加し 12,000 rpm、2 min 遠心操作した
後、ろ液を捨て、1 min遠心操作した。Collection tube を替え、Elution Solution を 50 µL添加
し、12,000 rpm、1 min遠心を行い total RNA を抽出した。 
 




 抽出した total RNA を RNase free water で 10倍希釈し、溶液の吸光度 260 nm および 280 nm
を分光光度計（UV-2550）にて測定し、下式より total RNA濃度を算出した。 
 




 抽出した total RNA濃度は NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer を用いて測定した。 
 
2.3.9.3 cDNA の合成（逆転写反応） 
 
2.3.9.3.1  分化誘導検討時の cDNA の合成 
 
 2.3.9.1.1より抽出した RNA の逆転写反応は Reverse Transcription Kitを用いた。Total RNA 
1 µg相当の被験試料と適量の RNase free water および genome DNA Wipeout Buffer 2 µL を全
量 14 µL となるように氷上で混合し、42℃で 2 min インキュベートし、テンプレート RNA
とした。 
氷上にて Quantiscript Reverse Transcriptase 1 µL、Quantiscript RT Buffer 4 µL、RT Primer Mix 1 
µL を混合し、逆転写反応Master Mix を調製した。先に調製したテンプレート RNA 14 µL
と逆転写反応Master Mix を氷上で混合し、42℃、15 min インキュベートした。さらに 95℃
で 3 min インキュベートし、cDNA を合成した。 
 
2.3.9.3.2 分化初期の転写因子活性化検討時の cDNA 合成 
 
 2.3.9.1.2 より抽出した RNA の逆転写反応は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
を用いた。Total RNA 500 ng相当を用いて全量を 20 µL として行った。反応後、DEPC treated 
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water で希釈し、最終濃度を 12.5 ng/µL とした。 
2.3.9.4 Real-time PCR 
 
2.3.9.4.1 分化誘導検討時の real-time PCR 
 
 PCR plate の各 well に QutantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 µL、cDNAテンプレート
1 µL、Forward primer (6 mmol/L) 1 µL、Reverse primer (6 mmol/L) 1 µL および RNase free water 
7 µL を添加し、Real-time PCR system（Mini Option Model CFD3121）で反応させた。 
 反応条件は 1st step【95℃、15 min】、熱変性【95℃、15 sec】、アニーリング【60℃、30 sec】、
増幅反応【72℃、30 sec】、40 cycles で行った。ハウスキーピング遺伝子として β-actin を使
用した。 
 
2.3.9.4.2 分化初期の転写因子活性化検討時の real-time PCR 
 
 PCR plate の各 well に THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix 10 µL、cDNAテンプレート 1 
µL、Forward primer (10 mmol/L) 1 µL、Reverse primer (10 mmol/L) 1 µL、50×ROS 0.4 µL およ
び DEPC treated water 6.6 µL を添加し、Mx3000P Real-Time QPCR System で反応させた。 
 反応条件は 1st step【95℃、10 min】、熱変性【95℃、30 sec】、アニーリング/増幅【60℃、
1 min】、40 cycles で行った。ハウスキーピング遺伝子として β-actin を使用した。 
尚、使用した primer配列は以下の通りである。 
 
Table 17-1. Specific primers used for real-time PCR. 





















































Table 17-2. Specific primers used for real-time PCR. 


























2.3.10 PPARγ ligand assay 
 
 PPARγ ligand assay は、EnBio RCAS PPARγ Kit を用いて検討した。被験物質は DMSO を用
いて各濃度に調製した。本実験は検査キットのプロトコールに基づいて行った。 
 




 Assay 終了時における well plate の培地を除去し、PBS にて 2回洗浄した。各 well に Cold 
Lysis buffer【20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、150 mM NaCl、10% glycerol、1% Triton X-100、2 mM 
EDTA、Protease Inhibitor Cocktail】を 200 µL添加し、激しく振動させた。細胞を 1.5 mL plastic 
tube に移し、超音波破砕装置（S-250D Digital sonifier®）で 20 sec粉砕した。その後、15,000×g, 
4℃、10 min遠心操作し、上澄みを新しい tube に移して sample とした。 
 
2.3.11.2 電気泳動および Western blotting 
 
 得られた sample 10 µg を 5×SDS-gel loading buffer【62.5 mM Tris-HCl（pH 6.8）、2% sodium 
dodecyl sulfate（SDS）、5% 2-mercaptoethanol、25% glycerol、0.01% bromophenol blue】とよく
混合し、95℃で 5 min煮沸した。10% polyacrylamide gel に sample をアプライし、泳動バッ
ファー【0.1% SDS】にて 130 V で 1 時間程泳動した。その後、ウェット式転写装置
（Mini-PROTEAN® 3 cell）により、polyvinylidenefluoride（PVDF）膜に 4℃、4時間、60 V
で転写した。PVDF膜を 5% スキムミルク含有Washing buffer【0.8% NaCl、20 mM Tris-HCl
（pH 7.5）、0.1% Tween 20】で室温、1時間ブロッキングした。Washing buffer にて 5 min、3
回洗浄後、各種一次抗体と 4℃、overnight反応させた。Washing buffer にて 5 min、5回洗浄
後、各種二次抗体と室温、1 時間反応させた。Washing buffer にて 5 min、5回洗浄後、PVDF
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膜を LumiGLO Reagent and 20 × Peroxide Reagents で室温、1時間反応させ、化学発光したバ




 β-actin (8H10D10) Mouse mAb （Cell Signaling）3000 倍希釈 
 ATGL (30A4) Rabbit mAb （Cell Signaling）1000 倍希釈 
二次抗体 
 Anti-Rabbit IgG（SIGMA Aldrich Japan）3000倍希釈 




 Lowry 法 [111] に従い、DC protein assay kit により、タンパク質の定量を行った。標準タ
ンパク質として牛血清アルブミン（BSA）を用いた。 
 





培養法は 2.3.1 と同様に行った。 
 
2.4.2 脂肪間モデル HepG2 細胞の作成 
 
 HepG2細胞が約 80% confluent になってから、0.6 mM oleic acid, 1% albumin from bovine 
serum, fatty acid free（BSA）を含む DMEM に交換し 24 時間培養し、細胞内に脂肪を蓄積さ
せた。 
 
2.4.3 Comp. 8 の脂肪肝モデル HepG2 細胞に対する効果 
 
 脂肪肝モデル HepG2 細胞を作成後、各濃度に調製した試料を含む培地に交換した。そし
て 48時間培養後の細胞を sample とした。 
 また、細胞内 TG量は 2.3.6 と同様に行い、mRNA抽出は 2.3.9.1.2、2.3.9.2.2 と同様に、cDNA






Table 18. Specific primers used for real-time PCR. 





















 統計解析は解析ソフト Prism®（GraphPad, U.S.A.）を用いて解析した。実験結果は Dunnett’s 
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